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ПОДБОР УСЛОВИЙ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ ПЦРПДРФ АНАЛИЗА 
НА ПРИМЕРЕ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА ADD1
Серикова Е.В.
УО «Гомельский государственный медицинский университет»
Актуальность. Замена одного нуклеотида в гене 
α-аддуцина (ADD1) приводит к замене Gly на Trp в 
позиции 460 в молекуле белка (Gly460Trp полимор-
физм) и вызывает изменения реабсорбции ионов в 
почечных канальцах [1].
Цель исследования. Подбор условий для про-
ведения ПЦР-ПДРФ (полиморфизм длины рестрик-
ционных фрагментов) анализа на примере полимор-
физма гена ADD1.
Материал и методы. В качестве материала ис-
пользовалась ДНК, выделенная из лейкоцитов крови с 
использованием комплектов реагентов для выделения 
ДНК из клинического материала «Цитолизин» фирмы 
«АмплиСенс» (Россия). Амплификацию проводили на 
амплификаторе «PalmCycler» фирмы Corbett Research 
(Австралия), используя реагенты фирмы «Fermentas» 
(Литва).
Для подбора оптимальной температуры отжига 
праймеров нами была проведена амплификация с 
градиентом температур отжига. Начальная программа 
амплификации гена ADD1: длительная денатурация 
94°-3' (1 цикл); денатурация 92°-20'', отжиг 50,0°С, 
54,2°С, 59,9°С, 65,8°С и 70,0°С -20'', элонгация 72°-
20''(35 циклов).
Электрофоретическое фракционирование про-
дуктов ПЦР проводили в 1,7% агарозном геле по 
стандартной схеме с окраской раствором бромистого 
этидия. В качестве контроля использовали маркёр 
молекулярного веса «GeneRuler 50bp DNA Ladder» 
производства компании «Fermentas» (Литва).
На рисунке 1 представлен электрофорез амплико-
нов гена ADD1 с различными температурами отжига 
праймеров.
Как видно из рисунка, повышение температуры 
отжига уменьшает число неспецифических продуктов 
реакции, но при двух самых высоких температурах 
градиента реакция вообще не идёт. В качестве опти-
мальной температуры отжига выбрали 60°С.
Для дальнейшего улучшения качества получае-
мых результатов температура отжига была повышена 
до 61°С.
Затем температура отжига была повышена ещё на 
1°С и составила 62°С , а время элонгации уменьшено 
Рисунок 1. Электрофорез ампликонов гена ADD1 с 
различными температурами отжига праймеров
Рисунок 2. Электрофорез ампликонов гена 
ADD1 (отжиг - 60°С)
Рисунок 3. Электрофорез ампликонов гена 
ADD1 (отжиг - 60°С)
Рисунок 4. Электрофорез ампликонов гена 
ADD1 (отжиг - 61°С, элонгация 15’’)
325
до 15’’ (рисунок 4).
Полученное качество чистоты ампликонов оце-
нено как высокое, а подобранная программа ампли-
фикации - как оптимальная: длительная денатурация 
94°-3’ (1 цикл); денатурация 92°-20’’, отжиг 62°-20’’, 
элонгация 72°-15’’. (35 циклов).
Для приготовления рестрикционной смеси ис-
пользовали реагенты фирмы «Fermentas» (Литва). 
Рисунок 5. Электрофорез рестриктов гена ADD1 
в 1,7% агарозном геле
Рисунок 6. Электрофорез рестриктов гена 
ADD1 в 2,5% агарозном геле
Для проведения рестрикции было отобрано по 4 мкл 
ампликонов, инкубацию проводили при температуре 
37°С в течение 16 часов. Амплифицируемый участок 
гена ADD1, содержащий нуклеотидную замену G460W 
при инкубации с рестриктазой Van91I образует ре-
стриктные фрагменты длиной 148+18 п.н. (аллель 
460W) и/или 166 п.н. (аллель 460G).
На рисунке 5 представлен электрофорез рестрик-
тов гена ADD1 в 1,7% агарозном геле.
Для улучшения визуализации рестриктов кон-
центрация агарозного геля была повышена до 2,5% 
(рисунок 6).
Результаты и обсуждение. Как видно из рисунка 
6, большинство образцов имеют одну зону размером 
166 п.н. - гомозиготы по аллелю 460G, за исключени-
ем образцов 3289, 3293 и 3300, которые имеют зоны 
размером 166, 148 и 18 п.н. - гетерозиготы, а также 
образца 3287, имеющего одну зону размером 148 п.н. 
- гомозигота по аллелю 460 W.
Выводы. Подобранные условия проведения 
ПЦР-ПДРФ анализа являются оптимальными для 
проведения дальнейших исследований полиморфизма 
гена ADD1.
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НЕКОТОРЫЕ МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
ЛИПИДСОДЕРЖАЩИХ И ЛИПИДСИНТЕЗИРУЮЩИХ  
СТРУКТУР КОЖИ ПОРОСЯТ 
Соболевская И.С., Грушин В.Н., Фомченко Ю.А.
УО «Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет»
Актуальность. В литературных источниках 
имеется достаточное количество информации, от-
ражающей морфологию системы кожных покровов 
человека, однако работ, посвященных морфофунк-
циональной характеристике кожи свиней, недоста-
точно [1,2]. Кожа свиньи по морфологии и функции 
во многом сходна с кожным покровом человека и 
поэтому является одним из удобных объектов для ее 
изучения в качестве биологической модели [3]. 
Цель исследования. Изучить морфофункцио-
нальные особенности липидсодержащих и липидсин-
тезирующих структур кожи разнополых поросят-со-
сунов различных топографических областей. 
Материал и методы. Материалом исследования 
явилась кожа 10 поросят-сосунов (5 самок и 5 самцов) 
белорусской крупной белой породы из различных хо-
зяйств и комплексов Витебской области и Республики 
Беларусь, поступивших в секционный зал кафедры па-
тологической анатомии УО «Витебская ордена «Знак 
Почета» государственная академия ветеринарной 
медицины». Трупы поросят подвергали вскрытию. 
Для исследования использовали участки кожи из 
пяти топографических областей: головы, груди, эпи-
гастральной области, межлопаточной области спины, 
внутренней поверхности бедра.  
Гистологические срезы окрашивали гистохими-
ческими методами, используя специальные красители 
для выявления липидов: специфический краситель 
Oil Red в изопропаноле с последующей докраской 
гематоксилином. Цифровые данные получали с помо-
щью микроскопа Leica DM 2000 с видеопроекционной 
системой, используя прикладную  морфометрическую 
программу Leica «LAS V3.6».
Статистическую обработку данных проводили 
с помощью прикладных программ MS Excel 2007 и 
Statistica 6.0. При  сравнении количественных и ка-
чественных признаков в двух группах использовали 
критерий U Манна-Уитни. Различия считали досто-
верными при уровне значимости  менее 0,05 (р<0,05). 
Рассчитывались  средняя (М), медиана (Ме), размах 
